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【背景・目的】 
真核細胞の核内で成熟した mRNA は、5’末端に cap、3’末端にポリ A を持ち、ポリ A にはポリ A 結合
タンパク質 (PABPC1) が結合している。ポリ A 上の PABPC1 は多量体を形成し、翻訳調節を担う因子
が相互作用する足場として機能する。例えば、5’末端の cap に結合した翻訳開始因子複合体のうち eIF4G
はポリ A 上の PABPC1 と相互作用し、mRNA を環状化させる。環状化した mRNA では翻訳開始部位と
終止コドンが空間的に近接するため、翻訳終結反応後のリボソームが効率よく翻訳開始部位へ再集結で
き、翻訳が促進する。PABPC1 は 636 残基からなる分子量 70.7 kDa の塩基性タンパク質であり、N 末端
側にはタンデムに 4 つ並ぶ RNA 結合ドメイン (RRM) を、C 末端側には PABC と呼ばれるドメインを
持ち、その間は特定の立体構造を形成していない約 170 残基の linker により繋がれている。このうち、
RRM1/2/3/4 がポリ A と結合し、linker と PABC はポリ A との結合に関与しない。一方、PABC は PAM2
と呼ばれるモチーフを認識し、PAM2 配列を持つ因子と相互作用する。 
PABPC1 は 1 分子で 23 から 27 塩基のポリ A と結合するが 1、哺乳細胞の mRNA のポリ A は約 200 塩
基の長さがあるため複数の PABPC1 が結合できる。また、ポリ A 上の PABPC1 は、linker から PABC の
領域を介して分子間で相互作用できることが明らかとされており、このことからポリ A 上で多量体を
形成していると考えられている 2。さらに当研究室では、この分子間相互作用について、ポリ A 上の
RRM1/2 と linker のうち残基番号 421-470 の領域 (Lt2) が相互作用することを NMR 解析により同定し
ている。しかし、ポリ A 上の PABPC1 の多量体構造は未だに分かっていない。そのため、PABPC1 結合
因子が多量体化した PABPC1 のうちどの分子と相互作用するのかというような多量体化を考慮した
PABPC1 との相互作用様式や、多量体化の翻訳調節における生物学的意義は不明である。 
そこで、本研究では、種々の PABPC1 結合因子がどのようにポリ A 上の PABPC1 多量体と相互作用
し、翻訳を調節しているかを明らかにすることを目指し、PABPC1 多量体の構造と多量体化の翻訳制御
における役割を解明することを目的とした。 
 
 
【方法】 
 タンパク質の発現と精製 
PABPC1 およびその変異体は大腸菌により GST 融合タンパク質として発現し、アフィニティークロ
マトグラフィーにより精製した。GST タグ切断後、陽イオン交換クロマトグラフィーとゲルろ過クロ
マトグラフィーにより SDS-PAGE で単一バンドとなるまで精製した。 
 
 ポリ A 結合活性およびポリ A 上の PABPC1 と eIF4G の結合活性の SPR 解析 
ポリ A 結合活性は、ポリ A を固定化したセンサーチップに PABPC1 を添加し、ポリ A に対する
PABPC1 の結合と解離に伴う SPR レスポンスの変化を解析することにより評価した。PABPC1 と
eIF4G の結合活性は、センサーチップ上のポリ A に PABPC1 を結合させた後、eIF4G を添加し、
PABPC1 との結合と解離に伴う SPR レスポンスの変化を解析することにより評価した。 
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 ポリ A と PABPC1 の複合体の透過型電子顕微鏡 (TEM) による観測 
約 200 塩基のポリ A と PABPC1 を混合し、ゲルろ過クロマトグラフィーにより複合体を精製した
後、グルタルアルデヒドにより安定化し、負染色により観測した。 
 
 ポリ A 上の PABPC1 に対するケミカルクロスリンク 
ポリ A とタンパク質を混合し、Lys 側鎖を架橋する BS(PEG)9を処理した後、SDS-PAGE により解析
した。 
 
 in vitro 翻訳実験 
Rabbit reticulocyte のライセートに対し in vitro で合成したルシフェラーゼの mRNA、および精製タン
パク質を添加し、翻訳反応を行った後、ルシフェラーゼ活性を測定することで翻訳活性を調べた。 
 
 
【結果】 
1. PABPC1 とポリ A の複合体の透過型電子顕微鏡による観測 
まず、精製した PABPC1 の 24 塩基のポリ A (A24。以降、n 塩基のポリ A を Anと表記する。) に対す
る結合活性を SPR により調べ、過去の文献報告と同程度のポリ A 結合活性を持つことを確認した。次
に、ポリ A 上の PABPC1 多量体の分子全体の構造を調べるために、PABPC1 単独および PABPC1 と A200
の複合体を透過型電子顕微鏡 (TEM) により解析した。その結果、PABPC1 単独では 10-15 nm の大きさ
の粒子が分散して観測された。一方、ポリ A 存在下では粒子が 1 列に並んで観測され、粒子の直径は
10-12 nm であることが分かった。RRM1/2 と A9 の複合体の結晶構造において、RRM1/2 のポリ A に平
行な方向の長さは約 5 nm である。PABPC1 単独のサンプルで観測された粒子の大きさが RRM1/2 の大
きさの 2 倍より大きいことは、観測された粒子が 1 分子の PABPC1 であることを示唆している。ポリ A
存在下の観測データでは、1 分子の PABPC1 に相当する 10-12 nm の粒子が 1 列に並んでおり、このこ
とはポリ A 上の複数の PABPC1 が 1 列に並ぶことを示している。 
 
2. ケミカルクロスリンク実験によるポリ A 上の PABPC1 の多量体形成能の解析 
2.1 長さの異なるポリ A に結合させた PABPC1 に対するケミカルクロスリンク実験 
PABPC1 は 1 分子で 23~27 塩基のポリ A と結合することから 1、PABPC1 に A24、A48、A72、および
150~500 塩基程度の長さを持つポリ A (以降、長鎖のポリ A と記載。) を結合させ、ケミカルクロスリ
ンク実験を行った。その結果、ポリ A 非存在下では架橋剤の結合を示すスメア状のバンドがやや高分子
量側に観測された。一方、ポリ A との混合時には、ポリ A が長くなるにつれスメア状のバンドが高分
子量側にシフトした。バンドの移動度から分子量を見積もると、A24 存在下では 70~90 kDa であった。
PABPC1 の分子量は 70.7 kDa であることから、この結果は A24に対して 1 分子の PABPC1 が結合するこ
とを示す。一方、A48 存在下では 140~200 kDa、A72存在下では 210~260 kDa であった。これらの値は A24
存在下の 2 倍、3 倍に相当することから、A48 には 2 分子、A72 には 3 分子の PABPC1 が結合したことが
分かった。このことは、TEM による観測で得られた結果、すなわち、ポリ A に結合した複数の PABPC1
がポリ A 上で 1 列に並ぶという結果と矛盾しない。 
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2.2 長鎖のポリ A に結合させた PABPC1 およびその変異体に対するケミカルクロスリンク実験 
PABPC1 のうち linker から PABC の領域は、PABPC1 の多量体化を担う分子間相互作用に関与するこ
とが報告されている 2。そこで、長鎖のポリ A に結合させた PABPC1 全長および linker から PABC の領
域のない RRM1/2/3/4 に対しケミカルクロスリンク実験を行った。その結果、共にポリ A の存在下での
み多量体のバンドが検出されたが、ポリ A のモル比が増加するにつれ、多量体のバンドは薄くなること
が分かった。1 レーン全体のバンド強度に対する多量体のバンド強度の割合を算出した結果、PABPC1
全長では、PABPC1 と A24 のモル比が 1：1 の時は約 95%、1：16 の時は約 70%が多量体であった。一
方、RRM1/2/3/4 では、RRM1/2/3/4 と A24 のモル比が 1：1 の時は 70%以下、1:16 の時は 10%以下が多量
体であり、どのモル比においても RRM1/2/3/4 は PABPC1 全長に比べ多量体の割合は小さかった。この
ことは、linker から PABC の領域を欠失すると多量体化が抑制されることを示す。また、ポリ A の存在
下でのみ多量体が検出されたことは、ポリ A を認識する RRM1/2/3/4 が多量体化を担う相互作用に関与
することを示唆する。以上のことから、ポリ A 上の PABPC1 は、linker から PABC の領域で別の PABPC1
分子中の RRM1/2/3/4 と直接相互作用し、多量体を形成することが明らかとなった。 
さらに当研究室では、ポリ A と結合した RRM1/2 がリンカー中の Lt2 の領域と相互作用することを明
らかにしている。そこで、この相互作用が PABPC1 の多量体化に関与するかを調べるため、Lt2 の領域
を欠失した PABPC1 変異体、PABPC1ΔLt2 を作製し、ケミカルクロスリンク実験を行った。PABPC1 全
長と同様に、各モル比における多量体のバンド強度の割合を算出した結果、PABPC1ΔLt2 と A24 が 1:1
の時は約 75%、1:16 の時は約 40%が多量体であった。PABPC1 全長の結果と比較すると多量体の割合は
PABPC1ΔLt2 の方が小さく、このことは Lt2 を欠失するとポリ A 上での PABPC1 の多量体化が抑制さ
れることを示している。一方、相互作用に関与していない Lt4 を欠失しても、多量体の割合は PABPC1
とほとんど変わらなかった。これらの結果は、Lt2-RRM1/2 間の相互作用がポリ A 上における PABPC1
の多量体形成を担っていることを示す。 
 
3. in vitro の翻訳実験系による翻訳活性に対する Lt2 欠失の影響の解析 
PABPC1 多量体化の翻訳における役割を調べるため、cap とポリ A に依存する in vitro の翻訳実験系を
構築し、翻訳活性に対する PABPC1 全長と PABPC1ΔLt2 の影響を調べた。内在性の PABPC1 を除去し
た rabbit reticulocyte のライセートに対し、cap と A72を付加した mRNA または cap のみを付加した mRNA
と、PABPC1 全長、PABPC1ΔLt2、PABPC1ΔLt4 を添加し、翻訳活性を調べた。その結果、cap と A72を
付加した mRNA では、PABPC1 の除去により、PABPC1 を除去していない条件の 1/3 程度まで翻訳活性
が低下した。ここに PABPC1 全長を添加すると翻訳活性が約 2.5 倍上昇し、PABPC1 を除去していない
条件の 80%程度まで回復した。PABPC1ΔLt4 を添加した条件では、PABPC1 全長を添加した条件と同程
度の翻訳活性の上昇が見られた。一方で、PABPC1ΔLt2 を添加した条件では翻訳活性が約 1.7 倍しか上
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昇せず、PABPC1 全長を添加した条件に比べ翻訳活性は有意に低かった。また、A72のない mRNA では、
内在性の PABPC1 を除去すると 75%程度まで翻訳活性が低下し、どのタンパク質を添加しても、翻訳
活性は変化しなかった。これらの結果は、ポリ A 上における PABPC1 の多量体化に重要な領域である
Lt2 を欠失すると、cap とポリ A に依存した翻訳が抑制されることを示しており、多量体化が翻訳にお
いて重要な役割を担うことが明らかとなった。 
 
4. NMR によるポリ A 上の RRM1/2 と Lt2 の相互作用解析 
Lt2 内のどの領域が RRM1/2 との相互作用に関与するかを調べるため、均一 15N 標識を施した Lt2 (15N-
Lt2) のNMRシグナルを観測対象として、RRM1/2/3/4-A24複合体との相互作用解析を行った。その結果、
残基番号 428-442 の NMR シグナルに化学シフト変化が観測され、この領域が相互作用に関与している
ことが示唆された。また、化学シフト変化の滴定曲線から、およその解離定数 (Kd) を見積もった結果、
10~100 μM のオーダーであった。 
次に、Lt2 が RRM1、RRM2 のどちらと相互作用するのかを解析するため、常磁性緩和促進 (PRE) を
用いた。RRM1 の E29、あるいは RRM2 の D117 の位置にそれぞれスピンラベルを導入した 2 種の
RRM1/2/3/4 変異体を調製し、A24 との複合体として 15N-Lt2 に対する PRE 実験を行った。その結果、
RRM1 にスピンラベルを導入した場合には 15N-Lt2 における PRE が観測されなかったが、RRM2 に導入
した場合には 15N-Lt2 において PRE が観測された。この結果は、Lt2 がポリ A 上の RRM1/2/3/4 のうち
RRM2 と相互作用することを示唆している。 
 
5. SPR によるポリ A 上の PABPC1 多量体と eIF4G の相互作用解析 
PABPC1 の多量体化に伴う翻訳促進のメカニズムを解明するため、ポリ A 上の PABPC1 と eIF4G の
相互作用における Lt2 欠失の影響を調べた。その結果、A24に PABPC1 または PABPC1ΔLt2 を結合さ
せた場合には eIF4G との結合親和性に差はなかった。しかし、長鎖のポリ A に結合させた場合には
Lt2 の欠失により eIF4G との結合親和性が低下することが分かった。このことは、PABPC1 がポリ A
上で多量体化することにより eIF4G との結合が増強することを示唆している。 
 
 
【考察】 
既にRRM1/2とポリAの複合体の結晶構造は解かれており、ポリA上のRRM1/2は3’末端側にRRM1、
5’末端側に RRM2 を向けて結合することが明らかとなっている 3。このことと本研究により得られた結
果から、mRNA 3’末端のポリ A 上の PABPC1 は、ポリ A の 3’末端側に RRM1、5’側に RRM4 を向けて
1 列に並び、RRM2 と近接する別の PABPC1 の Lt2、特に残基番号 428-442 の領域が相互作用すること
で多量体を形成するモデルを提唱する。また、Lt2 とポリ A 上の RRM1/2/3/4 の Kd は 10~100 μM のオー
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ダーであったが、細胞質の PABPC1 濃度は数 μM であり、ポリ A と結合していない PABPC1 の Lt2 が
ポリ A 上の RRM2 と相互作用するのは困難である。しかし、同じポリ A 上で近接する PABPC1 であれ
ば Lt2 の実効濃度は数 mM となり、相互作用することが可能となるため、ポリ A 上の PABPC1 間での
み Lt2 と RRM2 が相互作用し多量体化すると考える。また、ポリ A 上で PABPC1 が多量体化すると、
ポリ A 上における PABPC1 の濃度が局所的に上昇し、PABPC1 から解離した eIF4G が PABPC1 に再結
合する確率が上昇する。そのため、eIF4G の PABPC1 に対する見かけの解離速度が遅くなり、結合親和
性が増強する。それにより、mRNA の環状構造が常に維持され、翻訳が促進すると考える。 
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